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第2章 ヒト血漿のホス ファチ ジルコ リンヒ ドロペルオキシ ドの分析
ここで開発 したCL-HPLC装置を実際にヒト血漿のPCOOHの検出定量に応用 した。ヒト
血漿からクロロホルム ーメタノール混液を用いて総脂質を抽出し、これをCL-HPLC分
析に供 した。その結果 、健常人血漿中にpcoOHの存在が世界で初めて確認 された(Fi&
4>。健常人では10nMから500nMの範囲でPCOOHが存在し、その平均値は約227nHであっ
た。また、動脈硬イヒ症 をは じめとす る各種疾病 と血漿PCOOK量の関係にっいても検討










00HとPEOOHを同時分析す るためアミノプロピルカラムを用いたCL-HPLC分析 を行 った。
健常人血中の過酸化 リン脂質は 、血漿ではPCOOH(159±10商)が大部分であ り、赤血
球膜からはPCOOH(107±14nM)と共にPEOOH(139±17nM)も相当量検出された。この様に、
血漿と赤血球では、リン脂質 ヒドロペルオキシドの組成に大きな差のあることがはじ
めて明らかになった。この時 、血漿 と赤血球で、総リン脂質に対するリン脂質 ヒドロ
ペルオキシ ドのモル比に差はみられず 、リン脂質全体に占める過酸化物の量は血漿 と
赤血球では大 きな差がないことがわかった(Fig.6,Table1)。血漿中のPCOOHとPEOOH









も6か月間はPCOOHは安定に保たれ ることがわかった 。また 、血漿を一85℃で保存し




の抽出操作中に生成したものではという疑義 を明 らかにするため 、以下の検討 を行 っ
た。漂品PCOOHと血漿をインキュベー トした場 合、脂質抽出溶媒(ク ロロホルムーメ









CL。HPL(法により血中の リン脂質ヒドロペルオキシ ドがどの程度回収定量 されてい
るのかを知るため添加回収実験を行った(Table4,5,6)。血漿に漂品ヒドロペルオキ
シド(外因性)を 添加 した時の回収率は60%であ り、リボソームとして加えた場合の










で減 少 された もの と考えられ、血漿過酸化 リン脂質 レベルを一定に保とうとする生体
恒常性 を維持する機構の存在 も示唆された 。
第5章 ヒト血中の過酸化リン脂質の分子種分析
ヒ ト血 中か ら検 出された過酸化 リン脂質 が どの よ うな脂肪酸の ヒ ドロペ ルオキシ ド
か らな ってい るの かを知 るため にHPLCで分 取 したPCOOHとPEOOHの画分 をさ らに逆 相カ
ラム(C,8)のCL一}PLCに供 し、その分子種分 析 を世界 で初め て試みた。
PCOOHは、血 漿 と赤血球で分子種組成 に差 は み られ なか ったが 、いずれ も16:0-18:
200旺一PC,16:0-20:400H-1℃,18=0-18:200H-PC,18:0-20:400H-PCが主分子 種であ った
(Fig.9,10)。赤血球のPEooHの分子種 は、PcooHより多 くの分子種か らな ってお りそ
の 同定 は 困難 であった(Fig.11)。これ は、赤 血 球 のPEにはエーテル型 リン脂質が存 在
す るこ と と、PCとPEの構成脂肪酸の差 に由来す る と思 われ た。
第6章 ヒトの血漿リポタンパク質画分における過酸化リン脂質の分布
これ までの実験から、健常人の血漿の過酸化 リン脂質は リポタンパク質画分に分布
す ると考 えられたため、過酸化 リン脂質が血漿 リポタンパ ク質申にどのような割合で
分布 しているのかを知ろうとした。
血漿 を超遠心分画法により 超低密度 リポタンパク質(VLDL>、低密度 リポタンパ ク
質(LDL)、高密度リポタンパク質(HDL)、残査(Bottom)に分画 して、それぞれから抽
出 した総脂質 をCL-iPLCに供 した。その結果、過酸化 リン脂質はLDLと田)Lに存在 し、
とくにmLに最 も多 く分布 していることがは じめて明 らかになった。一方、TBA反癒物
をみた場合 、残査画分で高い値を示 した(Fig.12,Table7>。
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脂質 ヒドロペルオキシ ドの定量法としては,ヨ ウ素滴定法が公定法 となっているが感度が低
く,生体試料には適当な方法がなかった。そこで,従来,チ オバルビツール酸(TBA)法が汎用
されてきたが,過 酸化脂質との反応特異性が低いという問題がある。そこで本研究では,臨床検
査試料として最も重要な血液中の脂質 ヒドロペルオキシ ドの特異的微量定量法の確立を 目的とし
て,化学発光を検出に用いた高速液体 クロマ トグラフ(CL-HPLC)法の開発を行 ったものであ
る。
第一に,順相系カラムでクラス別に分離 した脂質 ヒドロペルオキシ ド含有脂質を,チ トクロー
ムc一ル ミノール系発光試薬 と反応させ,光 電子増倍管で検出する脂質 ヒ ドロペルオキ シ ド検
出の基本的骨格を確立 した。本法では,化 学発光を消去す る トコフェロールな どの抗酸化剤の




場合があった。健常人血液では,血 漿以外にも赤血球に ヒドロペルオキシ ドが存在 し,赤血球で
はPCOOHと共にホスファチジルエタノールアミンヒ ドロペルオキシド(PEOOH)の存在が明
らかになったので,PCOOHとPEOOHの同時定量のために分析条件を設定 した。
第3に,ヒ ト血中の過酸化 リン脂質は一85℃で安定性であ り,抽出操作中には変動 しなことを
明らかにした。さらに,標 品PCOOHの添加回収率は60%だったが,血漿中の存在形態である リ
ボたんぱ く質として加えると,回収率はほぼ100%に近かった。
第4に,ヒ ト血漿中の過酸化 リン脂質の リボたんぱ く質画分の分布を調べ,LDLに最も多いこ
とを明らかにした。また,逆相系カラムを用いてPCOOHの分子種分析を行い,主要分子種を明
らかにした。
以上のように,本 研究はヒト1血液中のリン脂質ヒドロペルオキシ ドの微量定量法を確立したも
ので,生体中の脂質過酸化反応を研究する上で,重要な貢献をするものとして,審査員一同は著
者に博士(農 学)の 学位を授与するに値するものと判定した。
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